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不 同 纤维 来 源 饲 粮 和 细胞 壁 降解 酶 对 猪 肠 道 微生物 多 样 性 的 影响 
张 永 婧 刘 强 ” 张 文明 张 志 静 王 伟 兰 E OX 


( 南 泵 农业 大 学 动物 科技 学 院 ， 南 京 210095) 
摘 ”要 : 本 试验 由 在 利用 末端 限制 性 片段 长 度 多 态 性 技术 研究 不 同 纤维 来 源 饲 粮 和 细胞 壁 降 
解 酶 对 猪 肠 道 微生物 菌 群 多 样 性 及 其 组 成 结构 的 影响 。 试 验 选用 8 头 平均 体重 为 〈35+2.5 ) 


5 


kg 的 “ 杜 x 长 x 大 ”三 元 杂交 生长 猪 ， 统 一 安装 回肠 末端 T 型 瘘管 ， 随 机 分 为 4 组 ， 每 组 2 
个 重复 。 试验 分 4 期, 每 期 每 组 猪 按 4x4 拉丁 方 设计 饲 喂 小 麦 茜 、 小 麦 殖 加 酶 、 大 豆 皮 和 大 


豆 皮 加 酶 4 种 试验 饲 粮 之 一 。 每 期 预 试 期 15 d， 正 式 期 6d。 试 验 结果 表明 : D 大 豆 皮 饲 粮 


Up 


组 猪 回肠 食 糜 微 生物 的 多 样 性 显著 高 于 小 麦 获 饲 粮 组 (P<0.05 )。2) NARAR S BF Ge en 


猪 回 肠 食 麻 中 普 氏 菌 属 CPrevotella) 和 乳酸 杆菌 属 (Lactobacillus) 的 丰 度 (P<0.05), TAK 


T 豆 皮 饲 粮 组 则 显著 提高 猪 回肠 食 麻 中 瘤胃 球菌 属 CRuminococcus) B38 (8 HAT i JE 
S (Bacteroides)、 毛 螺 菌 属 (Lachnospira) 的 丰 度 CP«0.050. 3) 添加 细胞 壁 降解 酶 显著 提 
- 高 各 饲 粮 组 猪 回肠 食 糜 中 Lachnospira . 真 细菌 属 CEubacterium) 及 凑 便 中 Lachnospira 的 丰 
N FE (P<0.05), 但 也 同时 降低 了 回肠 食 麻 中 Lactobacillus, Prevotella RZEP Lactobacillus, 
= Bacteroides Mm EIH RAJ (Klebsiella) 的 丰 度 (P<0.05)。 综 上 所 述 ， 纤 维 饲 粮 可 显著 提 
> 高 猪 肠 道 内 非 淀粉 多 糖 降解 菌 的 丰 度 , 而 细胞 壁 降解 酶 则 可 选择 性 改变 菌 群 的 多 样 性 及 其 组 
成 。 
二 关键 词 ， 生 长 猪 ， 饲 粮 纤维 ， 细 胞 壁 降解 酶 ， 肠 道 微生物 ， 末 端 限制 性 片段 长 度 多 态 性 
[r 中 图 分 类 号 : S816.35 


猪 肠 道内 寄居 着 种 群 庞杂 的 微生物 上 肠 道 微生物 除了 发 酵 在 小 肠 内 未 消化 吸收 的 碳水 
化 合 物 和 蛋白 质 等 养分 , 产生 短 链 脂肪 酸 为 猪 提供 能 量 之 外 ， 过 维生素 和 酶 合成 、 胆 汗 


酸 盐 重 吸收 、 促 进 消 化 道 发 育 及 其 免疫 系统 成 熟 等 多 种 方式 影响 猪 的 营养 与 健康 上 1。 研 究 
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表明 ， 饲 粮 对 猪 肠 道 微 生物 菌 群 结构 有 明显 影响 ， 其 中 饲 粮 纤维 的 数量 和 类 型 备 受 关注 向 。 


谷物 及 其 副 产 物 中 细胞 壁 非 淀粉 多 糖 (non-starch polysaccharides, NSP) 是 猪 饲 粮 的 主要 纤维 


来 源 ， 其 含量 、 组 成 和 化 学 结构 因 植 物种 类 、 组 织 和 生长 阶段 而 异 59。 现 有 同类 研究 多 基 
于 多 种 纤维 来 源 的 混合 饲 粮 2472， 而 饲 喂 单 一 纤维 来 源 饲 粮 的 研究 较 少 ， 不 利于 对 饲 粮 NSP 
化 学 特性 与 猪 消化 道 微生物 戎 群 结构 间 构 效 关系 的 认识 。 

饲 粮 纤 维 通常 不 能 被 猪 的 内 源 消化 酶 降解 ,而 且 还 会 影响 其 他 养分 的 消化 利用 , 被 视 为 
一 类 抗 营养 因子 四。 养 猪 和 饲料 生产 实践 中 ， 消 除 饲 粮 纤 维 副作用 最 常见 的 对 策 是 添加 NSP 


降解 酶 等 外 源 酶 制剂 &10。Bedford 等 1 研究 表明 , 外 源 NSP 降解 酶 可 促进 不 溶性 NSP 降解 ， 


生成 可 发 酵 寡 糖 ， 进 而 影响 肠 道 微生物 组 成 。 然 而 ， 产 生 的 寡 糖 结构 又 随 饲 粮 NSP 组 成 和 
外 加 NSP 降解 酶 种 类 而 异 。 同 时 ， 肠 道 微 生物 对 寡 糖 的 利用 能 力也 存在 着 明显 的 种 属 差异 


= 性 吗 鸭 。 因 此 ， 本 试验 骨 在 利用 末端 限制 性 片段 长 度 多 态 性 〈terminal restriction fragment 
~N 
= length polymorphism, T-RFLP) 技术 研究 纤维 来 源 《〈 小 麦 获 或 大 豆 皮 ) 以 及 添加 外 源 细胞 壁 降 
C 
一 解 酶 对 猪 肠 道 微生物 菌 群 多 样 性 的 影响 , 为 深入 了 解 饲 粮 纤 维 组 成 与 猪 肠 道 微生物 菌 群 结构 


间 的 构 效 关系 ， 以 及 细胞 壁 降解 酶 在 谷物 副 产 物 饲 用 开发 中 的 应 用 潜力 提供 参考 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 设计 


试验 选用 S 头 平均 体重 为 〈35+2.5) kg 的 “ 杜 x 长 x 大 ”三 元 杂交 生长 猪 ， 统 一 安装 回肠 


—— 


= Kin THRE Cl RAT 15~20 cm)， 随 机 分 为 4 组 ， 每 组 2 个 重复 。 试 验 分 4 期 ， 每 期 每 
e 组 试验 猪 按 4x4 拉丁 方 设计 安排 饲 喂 1 种 试验 饲 粮 ， 每 个 试验 期 21 d， 其 中 前 15 d 为 预 试 


期 ， 饲 喂 全 价 配合 饲 粮 〈 购 自 江 苏 海 普 瑞 饲料 有 限 公 司 )， 预 试 期 第 1 天 试验 饲 粮 蔡 换 部 分 


全 价 配合 饲 粮 ，5 d 内 全 部 替换 为 试验 饲 粮 ， 其 余 10d 


— 


j 于 猪 适 应 试验 饲 粮 并 维持 肠 道 菌 群 


的 稳定 。 第 16—18 天 肛门 采集 数 便 样品 ， 第 19—21 天 11:00 和 14:00 采集 回肠 食 麻 样品 。 


样品 用 无 菌 袋 收集 , 封装 在 经 高 温 灭 菌 的 5 mL 塑料 离心 管内 , -80 CRF. T-RFLP 分 析 前 ， 
将 样品 室温 消融 ， 分 别 等 量 混合 每 个 试验 期 d 采集 的 饲 喂 同 一 种 饲 粮 的 2 头 猪 的 回肠 食 麻 
和 粪便 样品 ， 作 为 分 析 试 样 。 

1.2 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 


zn 


试验 饲 粮 参 照 我 国 《 瘦 肉 型 猪 饲养 标准 》(2004 年 版 配制 ,分别 以 小 麦苗 和 大 豆 皮 [ 均 


购 自 东海 粮油 (张家港 ) 有 限 公 司 ] 作 为 单一 纤维 源 ， 辅 以 玉米 淀粉 、 鱼 粉 、 血 粉 和 指示 剂 


三 氧化 二 铬 (Cr203) 等 配 成 2 种 营养 均衡 ， 能 量 、 和 蛋白 质 、 纤 维 水 平 相近 的 半 纯 合 基础 饥 


全 | 


粮 ， 分 别 为 小 麦 柯 饲 粮 (wheat bran diet, WB) 和 大 豆 皮 饲 粮 Csoybean hull diet, SH), 4 


组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 在 2 种 基础 饲 粮 中 分 别 添 加 相同 剂量 的 混合 酶 制剂 (纤维 素 酶 1 000 


U/kg, KRHS 5 000 U/kg 和 植 酸 酶 1500 U/kg )， 共 形成 4 种 试验 饲 粮 。 


de 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 风 和 干 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of basal diets (air-dry basis) g/kg 


DARK VAAL 大 豆 皮 饲 粮 
项 目 Items 
Wheat bran diet Soybean hull diet 
原料 Ingredients 
SK Wheat bran 547.9 
大 豆 皮 Soybean hull 330.0 
玉米 淀粉 Corn starch 210.0 383.0 
鱼粉 Fish meal 70.5 100.0 
粉 Blood meal 40.0 80.0 

大 豆油 Soybean oil 68.0 35.0 
沸石 粉 Zeolite powder 3.0 6.0 
石粉 Limestone 10.0 4.4 
蔗糖 Sucrose 35.0 50.0 
食盐 NaCl 3.0 3.0 
L- 赖 氨 酸 盐酸 盐 L-LyseHCl 4.1 0.1 
DL- 和 蛋氨酸 DL-Met 2.0 2.0 
三 氧化 二 铬 Cr203 3.0 3.0 
维生素 预 混 料 Vitamin 

0.5 0.5 
premix) 
微量 元 素 预 混 料 Mineral 

3.0 3.0 


premix? 


合计 Total 1 000.0 1 000.0 


营养 水 平 Nutrient levels3) 


总 能 GE/(MI/kg) 18.1 17.8 
干 物质 DM 900.5 893.6 
有 机 物 OM 929.3 933.3 
粗 蛋 白质 CP 198.2 197.1 
vee Starch 300.4 364.6 
粗 灰 分 Ash 70.7 66.7 
中 性 洗涤 纤维 NDF 234.5 247.5 
酸性 洗涤 纤维 ADF 69.3 159.0 
总 非 淀粉 多 糖 Total NSP 178.9 228.3 
阿拉 伯 糖 Arabinose 43.8 16.4 
木 糖 Xylose 67.3 27.4 
葡萄 糖 Glucose 50.7 115.9 
糖 醛 酸 Uronic acid 7.0 34.2 
消化 能 DE/MJ/kg) 14.6 15.1 


0 维生素 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The vitamin premix provided the following per kg of diets: 


VA 10000IU, VD34000IU, VE32 mg, VK34mg, VBi3mg., VB28mg, VBo5 mg, 


VBi2 0.05 mg, WER nicotinic acid 45 mg, D- 泛 酸 D-pantothenic acid 20 mg, 叶酸 folic acid 


2mg, “EWR biotin 0.15 mg， 和 氧化 胆 碱 choline chloride 360 mg. 


2 微量 元 素 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 The mineral premix provided the following per kg of 


diets: Fe 150 mg, Cu 8 mg, Zn 100 mg, Mn 50 mg, 10.3 mg, Se 0.3 mg. 


3) 消 化 能 为 计算 值 ， 其 余 为 实测 值 。DE was a calculated value and the others were measured 


values. 
13 ”检测 指标 
1.3.1 DNA 提取 


参考 Bindelle 等 0 的 方法 提取 肠 道 微生物 总 DNA» 


13.2 PCR $$ 


试验 选用 16S rRNA 全 序列 引物 : 8F: 5’°-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ll 1492R: 


5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'. PCR (ABI Veriti™ 96-well Thermal Cycler， 美 国 ABI 公 


HD 反应 体系 共 25 pL, & 2 种 引物 各 0.5 uL, DNA 模板 1.0 uL, Taq DNA 聚合 酶 12.5 uL, 
无 菌 水 10.5 nL。 反应 程序 为 : 94 ‘C 预 变性 S min, 94 'C 变 性 20s，55 CK 30s, 72 TC 


延伸 50 s， 共 35 个 循环 ， 最 后 72 C 延 伸 7 min。 取 5.0 uL 扩 增 产物 进行 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 


泳 〔( 南 京 科室 仪器 研究 所 EPS604) 检测 ， 预 期 扩 增 产物 大 小 约 1 500 bp. 


1.8.3. ”限制 性 内 切 酶 酶 切 


利用 AxyPrep PCR 产物 纯化 试剂 盒 〈 美 国 Axygen 公司 ) 对 PCR 产物 进行 纯化 ， 而 后 


各 取 5 kL 纯化 产物 ， 采 用 限制 性 内 切 酶 Hhal (日 本 Takara 公司 1056A) 进行 酶 切 。 酶 切 体 


系 为 20 uL: PCR 纯化 产物 5 uL. 10 mol/L Buffer 2 uL, AWR 1 uL, KEJK 12 uL. 37 'C 


酶 切 2h，65 人 C 灭 活 30 min. 


1.3.4 酶 切 产 物 毛细 管 电泳 


Nu 
= 


纯化 后 的 酶 切 产 物 在 DNA 测序 仪 (美国 ABI 公司 ABI 3730XL DNA Analyzer) 上 进行 


毛细 管 电泳 (样品 送 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 检测 )。 
1.4 ”数据 处 理 与 分 析 


m 


BKK rir Al A GeneMarker V2.2.0 软件 进行 定性 和 定量 分 析 ， 获 得 样品 各 个 末端 限制 | 


HE 


Fr Bt (terminal restriction fragment T-RF) 的 长 度 、 峰 高 及 峰 面积 等 参数 。 吻 除 长 度 小 于 50 bp 


和 大 于 600 bp 的 片段 ， 并 根据 片段 峰 高 计算 微生物 菌 群 的 多 样 性 指数 。 利 用 MICA: T-RFLP 


Analysis0g 软 件 在 线 分 析 片 段 所 对 应 的 微生物 种 属 . 采 用 SPSS 18.0 中 GLM 模型 法 对 多 样 性 


指数 和 各 片段 相对 含量 进行 2 因素 完全 因子 ANOVA 分 析 , 比较 不 同 纤维 饲 粮 组 间 微 生物 组 


成 的 差异 。P<0.05 时 表示 差异 显著 ，P<0.10 时 表示 有 差异 趋势 。 
微生物 菌 群 多 样 性 指数 计算 公式 及 其 定义 如 下 : 


物种 丰 度 〔 表 示 微 生物 菌 群 中 物种 的 个 数 ) = 限制 性 片段 的 个 数 ; 


香 依 威 纳 指数 〈 表 示 微 生物 菌 群 组 成 的 复杂 程度 ， 该 指数 越 大 ， 表 明 戎 群 的 组 成 结构 越 


SIR) =->PilnPi; 


辛普森 指数 (表示 菌 群 中 优势 菌 属 所 占 比 重 及 菌 群 的 均衡 度 ， 该 指数 越 大 ， 表明 优势 菌 


属 所 占 的 比例 越 大 ， 菌 群 均衡 度 则 越 低 ) —1-YP/^2. 
式 中 : Pi 表示 第 i 个 峰 的 峰 高 占 总 峰 高 的 比例 。 

2 结果 与 分 析 

2. 微生物 戎 群 多 样 性 
经 软件 分 析 ， 本 试验 平均 每 头 猪 回 肠 末端 食 麻 和 凑 便 样品 中 获得 长 度 在 50—600 bp 的 

酶 切片 段 为 21 和 35 个 ， 其 中 相对 含量 在 1% 以 上 的 片段 分 别 为 13 和 17 个 。 各 饲 粮 组 猪 


Iz] 


肠 末 端 食 麻 和 装 便 中 微生物 菌 群 的 多 样 性 指数 见 表 2. SH 组 猪 回肠 末端 的 微生物 丰 度 显著 
高 于 WB 组 〈P<0.05)， 但 纤维 来 源 对 猪 姜 便 微生物 的 物种 丰 度 及 香 依 威 纳 指数 均 无 显著 影 
肠 食 糜 微 生物 菌 群 香 依 威 纳 指 数 的 趋势 (P<0.10)。 


n 


H 


e 


提高 SH 组 猪 


响 (P>0.05 )。 添 加 酶 第 
各 饲 粮 组 猪 回 肠 食 麻 微生物 菌 群 的 辛普森 指数 受 纤维 来 源 与 酶 制剂 之 间 交 互 作用 的 影响 


= 


CP«0.05). 


X2 各 人 饲 粮 组 猪 


H 


肠 末 端 食 麻 和 凑 便 样品 中 微生物 菌 群 的 多 样 性 指数 


Table2 The microbial diversity indexes of ileal digesta and feces of pigs of different diets 


小 麦苗 饲 粮 WB 大 豆 皮 饲 粮 SH P [& P-value 
项 标准 误 
不 加 酶 加 酶 不 加 酶 加 酶 饲 粮 酶 A] fox Bi 
Items SEM 
-E +E -E +E Diet Enzyme Dietxenzyme 
H&E Teal 
digesta 
让 RE 
10.75 21.75 24.00 24.75 1.65 0.03 0.10 0.15 
Abundances 
香 依 威 纳 指数 
Shannon-Weiner 1.71 1.87 1.04 1.86 0.13 0.21 0.08 0.22 
index 
辛普森 指数 
0.47 0.75 0.76 0.72 0.04 0.09 0.12 0.04 
Simpson index 
凑 便 Feces 
ES 度 3425 29.00 44.25 32.75 3.75 0.38 0.29 0.69 


Abundances 


香 依 威 纳 指数 
Shannon-Weiner 2.77 2.36 2.79 
index 
辛普森 指数 
0.89 0.78 0.90 


Simpson index 


0.77 0.26 


0.03 0.74 0.20 


22 ” 猪 回肠 末端 食 糜 微生物 T-RFs 的 丰 度 


试验 获得 相对 含量 大 于 1% 


含量 见 表 3。WB 组 显著 提高 猪 


dt 


7N 


的 回肠 末端 食 糜 微生物 工 RFs 


13 个 ， 


HAT 


N 


所 代表 菌 


回肠 末端 食 糜 微 生物 菌 群 中 乳酸 杆菌 


属 (Lactobacillus) 和 普 


KREA (Prevotella) 的 丰 度 CP<0.05), m SH 组 则 显著 提高 猪 回肠 中 瘤胃 球菌 属 
CRuminococcus) 的 丰 度 (P<0.05 )。 添 加 酶 制剂 显著 提高 各 饲 粮 组 猪 回 肠 中 变形 菌 门 


(Proteobacteria〉 的 未 知 菌 、 毛 螺 菌 属 CLachnospira) ^E 


降低 WB 2 


CP<0.05)， 但 显著 猪 回肠 F 


Me 


菌 属 CEubacterium) 的 丰 度 


Lactobacillus 和 Prevotella 的 丰 度 (P<0.05). al 


粮 组 猪 回 肠 食 麻 微生物 菌 群 中 Lactobacillus 和 Prevotella 的 丰 度 受 纤 维 来 源 与 酶 制剂 之 间 交 


互 作 用 的 影响 (P<0.05)。 
表 3 各 饲 粮 组 猪 回肠 末端 食 糜 微 生物 的 丰 度 
Table 3 The abundances of bacteria in ileal digesta of pigs fed different 
diets % 
小 麦苗 饲 粮 WB 大 豆 皮 饲 粮 SH P{& P-value 
项 目 标准 误 饲 粮 x 酶 
T-RFs 不 加 酶 加 酶 不 加 酶 Ani 饲 粮 酶 
Items SEM Dietxenz 
-E +E -E +E Diet Enzyme 
yme 

RAE 66 32.81 27.56 34.73 36.13 0.05 0.39 0.84 0.49 
Clostridium (F) 

巨 单 胞 菌 属 586 16.48 20.08 19.91 19.33 0.05 0.07 0.27 0.06 
Megamonas (F) 

克 雷 伯 氏 菌 属 371 22.45 20.45 14.30 16.41 0.04 0.03 0.10 0.57 


Klebsiella (P) 


乳酸 杆菌 属 266/403/594 20.88 12.01 14.98 10.61 0.01 <0.01 <0.01 0.01 
Lactobacillus (F) 

变形 菌 门 的 未 知 菌 573 2.01 5.32 ND 3.19 0.01 0.06 0.01 0.95 
Undefined 


Proteobacteria (P) 


肠 球 菌 属 216 1.95 2.01 2.68 2.32 0.00 0.31 0.77 0.67 


A 


Enterococcus (F) 


普 氏 菌 属 57 3.22 1.66 1.53 1.70 0.00 0.02 0.05 0.02 
Prevotella (B) 
` 瘤胃 球菌 属 64 ND ND 2.04 3.49 0.00 <0.01 0.11 0.11 
- Ruminococcus (F) 
毛 螺 菌 属 208 ND 3.42 ND 3.36 0.00 0.91 <0.01 0.91 
~ Lachnospira (F) 
c 真 细菌 属 369/567 ND 1.29 ND 1.30 0.00 0.88 <0.01 0.88 
= Eubacterium (F) 
A 合计 Total 99.80 93.80 90.17 97.84 


T-RFs: 末端 限制 性 片段 ，ND: 未 检测 出 ; F: 厚 壁 菌 门 ， P: 变形 菌 门 ; B: 拟 杆 菌 门 。 下 
KE. 


T-RFs: terminal restriction fragments; ND: not detected; F: Firmicutes; P: Proteobacteria; B: 


Bacteroidetes. The same as below. 


2.3 猪 羡 便 微 生物 T-RFs 的 丰 度 


试验 获得 相对 含量 大 于 PREMEY T-RFs 共 17 个 ,其 所 代表 菌 属 及 相对 含量 见 表 


4. WB 组 显著 提高 猪 状 便 微生物 菌 群 中 巨 单 胞 菌 属 CMegamonas) 和 光 岗 菌 属 (Mitsuokella) 


的 丰 度 (P<0.05), Lactobacillus 和 克 雷 伯 氏 菌 属 (Klebsiella) 的 丰 度 相 比 于 SH 组 有 升 高 趋 


3 (P«0.100. SH 组 则 显著 提高 猪 凌 便 中 拟 杆菌 属 (Bacteroides) 和 Lachnospira 的 丰 度 


CP<0.05)。 添 加 酶 制剂 显著 提高 各 饲 粮 组 猪 装 便 中 Proteobacteria AAR AIPA FH Lachnospira 


的 


JAZEN Bacteroides 的 


ERE 〈P<0.05)。 各 饲 粮 台 


受 纤维 来 源 与 酶 制剂 之 间 交 互 作 月 


的 影 


猪 羔 便 微生物 菌 群 中 Eubacterium 的 丰 度 


响 (P<0.05). 


dA 各 人 饲 粮 组 猪 装 便 微生物 的 丰 度 


ERE 〈P<0.05)， 同 时 显著 降低 Lactobacillus 和 Klebsiella 的 丰 度 (P<0.05), VAR SH 组 


Table4 The abundances of bacteria in feces of pigs fed different 
diets % 
小 麦 盏 饲 粮 WB 大 豆 皮 饲 粮 SH P 值 P-value 
项 标准 
T-RFs 不 加 酶 ”加 酶 不 加 酶 huii 饲 粮 饲 粮 x 酶 
Items SEM 
-E 4E -E +E Diet Enzyme Dietxenzyme 
HREJE Clostridium 66/190/231 44.13 31.86 31.91 43.45 0.06 0.98 0.98 0.32 
(F) 
乳酸 杆菌 属 63/68/187/ 15.57 11.96 13.79 9.39 0.02 0.06 0.03 0.12 
Lactobacillus (F) 596/598 
UAT Ta JB 96/99 13.23 14.39 19.28 14.61 0.01 0.04 0.04 0.76 
Bacteroides (B) 
产 丁 酸 菌 Butyrate 383 5.02 4.14 4.93 5.24 0.00 0.58 0.75 0.51 
producing bacterium 
(F) 
克 雷 伯 氏 菌 属 371 2.92 2.56 2.74 1.50 0.00 0.06 0.04 0.45 
Klebsiella (P) 
变形 菌 门 的 未 知 菌 569 1.80 8.05 3.00 6.10 0.01 0.31 <0.01 0.31 
Undified 
Proteobacteria (P) 
EUER Jr 208 1.10 3.91 3.00 6.76 0.01 0.04 «0.01 0.07 
Lachnospira (F) 
巨 单 胞 菌 属 586 2.30 6.25 ND ND 0.01 0.02 0.25 0.25 
Megamonas (F) 
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光 岗 菌 属 387 1.78 2.36 ND ND 0.00 <0.01 0.48 0.48 


Mitsuokella (F) 


真 细菌 属 567 2.86 2.00 2.01 2.70 0.00 0.25 0.25 <0.01 


Eubacterium (F) 


合计 Total 90.71 87.48 80.66 89.75 


3 讨 论 
3.1 不 同 纤维 来 源 饲 粮 和 细胞 壁 降解 酶 对 猪 肠 道 微生物 菌 群 多 样 性 的 影响 

总 体 而 言 ， 本 试验 猪 凑 便 样品 微生物 的 物种 丰 度 明显 高 于 回肠 末端 食 糜 样品 , 物种 丰 度 
越 高 表明 该 菌 群 的 多 样 性 越 高 , 其 组 成 结构 越 复杂 , 相应 地 该 菌 群 中 优势 菌 属 的 比重 则 越 低 。 
饲 粮 纤维 来 源 和 酶 制剂 对 猪 回肠 食 糜 微 生物 多 样 性 有 不 同 程度 的 影响 , 但 对 凑 便 微生物 的 多 
样 性 相关 指数 均 无 显著 影响 。 该 结果 表明 猪 小 肠 微生物 区 系 更 易 受 饲 粮 因 素 的 影响 , 而 大 上 肠 
微生物 区 系 因 其 组 成 结构 复杂 且 均 衡 度 高 则 相对 稳定 。 BOR DE, 消化 道 微生物 的 生长 发 育 
与 饲 粮 中 可 利用 底 物 的 种 类 和 数量 有 一 定 关系 07。 本 试验 2 种 纤维 饲 粮 的 中 性 洗涤 纤维 含 
量 虽 然 接 近 ， 但 WB 的 NSP 主要 由 阿拉 伯 糖 、 木 糖 和 葡萄 糖 (阿拉 伯 木 聚 糖 和 纤维 素 〉 组 
成 ， 而 SH 除 此 之 外 还 含有 较 高 的 糖 醛 酸 《〈 果 胶 类 物质 )， 总 NSP 含量 也 高 于 WB。 此 外 ， 
大 豆 皮 中 可 溶性 NSP 的 含量 也 显著 高 于 小 麦 刻 9。 虽然 Liu 等 出 表明 高 果 胶 饲 粮 和 高 阿拉 
伯 木 聚 糖 饲 粮 并 未 对 猪 肠 道 微生物 多 样 性 产生 显著 影响 ， 但 Ivarsson[ 却 发 现 小 麦 获 饲 粮 会 


= 刺激 猪 回 肠 微生物 菌 群 中 Lactobacillus 的 生长 , 且 推 测 该 菌 能 产生 抗菌 化 合 物 ， 抑制 其 他 菌 
o 种 繁衍 ， 从 而 导致 猪 肠 道 微生物 多 样 性 的 下 降 。 本 试验 WB 组 猪 回肠 末端 食 麻 微生物 菌 群 


的 丰 度 显著 低 于 SH 组 ， 也 可 能 与 WB 可 利用 底 物 的 多 样 性 及 阿拉 伯 木 聚 糖 选择 性 刺激 
Lactobacillus 的 生长 有 关 。 
3.2. 不 同 纤维 来 源 饲 粮 和 细胞 壁 降解 酶 对 猪 肠 道 微生物 菌 群 组 成 结构 的 影响 

Lamendella 等 8 指出 , 猪 肠 道内 的 微生物 多 与 碳水 化 合 物 代 谢 有 关 , 其 中 主要 为 革 兰 
阳性 菌 厚 壁 菌 门 〈Firmicutes〉 和 革 兰 氏 阴 性 菌 拟 杆菌 门 Bacteroidetes )。 本 试验 鉴定 为 梭 


菌 属 (Clostridium)、Lactobacillus、 上 肠 球 菌 属 (Enterococcus)、Eubacterium、Megamonas、 


Mitsuokella、Lachnospira 和 Ruminococcus 等 菌 属 的 T-RFs 均 属 于 Firmicutes， 总 平均 丰 度 分 


别 占 回肠 食 靡 和 凑 便 微生物 总 量 的 72% 和 65%， 该 结果 与 Lamendella 等 LH 和 Niu 等 上 9] 在 猪 
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肠 道 内 的 研究 结果 相似 。 研 究 表明 ， 大 多 数 Firmicutes 细菌 能 分 泌 胞 外 多 糖 降解 酶 ， 部 分 菌 


属 〈 如 Ruminococcus 和 Clostridium) 具有 结构 复杂 的 多 功能 纤维 小 体 ， 既 能 降解 不 溶性 的 
木 葡 聚 糖 和 木 聚 糖 等 半 纤 维 素 ， 也 能 有 效 降解 纤维 素 ， 释 放 可 溶性 寡 糖 ， 但 个 别 菌 种 [如 热 


ZF RR GA CR. thermocellum) ] 并 不 能 利用 其 成 聚 糖 降 解 产 物 P020。 而 Bacteroidetes 细菌 《如 


Prevotella) 的 糖 降解 代谢 系统 复杂 且 全 面 ， 易 受 底 物 调控 ， 适 应 能 力 极 强 ， 主 要 参与 降解 
朝 糖 、 演 粉 、 果 胶 、 木 葡 聚 糖 和 木 聚 糖 等 多 种 可 溶性 多 糖 ， 但 对 纤维 素 降 解 能 力 较 差 P2。 
本 试验 所 得 猪 肠 道 细 菌 绝 大 多 数 来 自 Firmicutes, Mj Bacteroidetes 细菌 丰 度 相对 较 低 


(1.53% 一 19.28% )， 可 能 与 WB 和 SH F NSP 均 以 不 溶性 多 糖 为 主 (分 别 占 总 NSP 的 84% 


和 77%) 有 有关。 然而 从 小 肠 到 大 肠 ，Bacteroidetes 细菌 的 丰 度 明显 升 高 ， 这 可 能 是 由 于 在 细 


^ 菌 和 外 源 多 糖 酶 制剂 的 作用 下 ， 饲 粮 NSP 的 溶解 量 增加 或 生成 可 溶性 寡 糖 cl， 为 
Bacteroidetes 细菌 提供 适宜 的 可 利用 底 物 。 本 试验 所 有 组 猪 回 肠 末 端 食 麻 中 检测 出 的 
= Proteobacteria 细菌 丰 度 都 明显 高 于 同类 。 例 如 ， 在 前 人 的 研究 中 Klebsiella 与 肠 道 木 聚 


= 糖 的 降解 有 关 ， 但 相对 丰 度 较 低 20。Proteobacteria 细菌 多 数 与 蛋白 质 发 酵 有 关 253， 该 菌 门 
丰 度 升 高 的 原因 可 能 与 本 试验 为 平衡 各 纤维 饲 粮 的 蛋白 质 与 能 量 比 , 添加 了 较 高 含量 的 鱼粉 
和 血浆 蛋白 粉 等 动物 蛋白 质 原料 有 关 。 随 着 绝 大 多 数 饲 粮 蛋 白质 在 小 肠 中 被 消化 29， 该 门 

菌 的 丰 度 从 回肠 食 麻 到 凑 便 显著 下 降 ， 这 也 间接 证 明了 上 述 推测 。 同 理 ， 随 着 饲 粮 淀 粉 在 
习 肠 之 前 几乎 被 完全 消化 29， 各 试验 组 猪 羔 便 中 Lactobacillus 和 Enterococcus〔 肠 道内 主要 


ANS 


ie MER? 27) NSE REI a E BE BBE, SE PEAR IY Enterococcus. "I 
见 ， 可 利用 养分 对 肠 道 菌 群 组 成 可 能 起 着 决定 性 作用 。 
肠 道 微 生物 对 NSP 的 降解 程度 既 取 决 于 其 自身 的 理化 特性 (如 单 糖 组 成 、 聚 合 度 和 溶 


PEE) P39， 也 与 肠 道 微生物 菌 属 间 的 互 作 有 关 巾 。 研 究 表 明 ，Clostridium 菌 属 是 人 类 肠 道 


主要 的 纤维 降解 菌 ， 与 Eubacterium 和 Prevotella 等 菌 属 互 作 可 有 效 降解 纤维 素 及 半 纤 维 


素 2?30。 本 试验 各 饲 粮 组 猪 肠 道 中 均 以 Clostridium 相对 丰 度 最 高 ， 且 不 受 纤维 来 源 和 外 源 


酶 制剂 的 影响 。Lactobacillus 和 Bacteroides 的 丰 度 次 之 , 但 前 者 在 WB 组 猪 回 肠 食 摩 和 凑 便 


的 丰 度 均 显著 高 于 SH 组 , 而 后 者 仅 在 数 便 中 出 现 , 且 SH 组 中 的 丰 度 高 于 WB 组 。Sanchez 
等 B93 研究 表明 , 某 些 Lactobacillus 菌 种 能 分 泌 阿 拉 伯 木 聚 糖水 解 酶 , 在 木 寡 糖 或 阿拉 伯 木 聚 


糖 培养 基 内 生长 。Ivarsson[ 也 报道 ， 麦 拨 可 促进 猪 肠 道内 Lactobacillus 的 生长 ， 与 本 试验 


11 


ninaXiv 合 作 期 刊 | 


的 结果 基本 吻合 。 同 为 Bacteroidetes 的 Prevotella 和 Bacteroides, 前 者 仅 出 现在 回肠 食 麻 中 ， 


而 后 者 仅 出 现在 凌 便 中 ， 可 能 与 Bacteroides 主要 利用 可 溶性 多 糖 和 窒 糖 有 关 R31。 同 为 乳酸 


利用 菌 的 Megamonas 和 Mitsuokella， 前 者 在 回肠 食 麻 中 的 丰 度 相当 高 ， 而 在 业 便 中 显著 下 


降 ， 而 Mitsuokella 仅 在 装 便 中 出 现 ， 同 时 伴随 着 一 种 未 知 丁 酸 生 成 菌 〈 产 丁 酸 菌 ) 的 出 现 ， 
可 能 是 肠 道 微 生物 之 间 在 底 物 降解 和 产物 利用 方面 存在 互 作 关 系 的 体现 。 据 Weber 等 63] 报 
iB, Lachnospira 为 人 类 肠 道 的 主要 果 胶 降解 菌 。 该 属 细 菌 在 本 试验 SH 组 猪 羔 便 中 的 丰 度 


显著 高 于 WB 组 ， 与 SH 的 果 胶 含量 高 于 WB 。 未 添加 外 源 酶 制剂 时 ， 表 3 中 各 饲 粮 组 猪 回 


肠 食 糜 中 均 未 检测 出 Lachnospira， 而 添加 酶 制剂 后 其 丰 度 均 显 著 升 高 ， 说 明 添加 细胞 壁 降 


解 酶 促进 原料 中 果 胶 的 溶解 或 降解 。 但 是 无 论 WB 或 SH， 其 中 的 果 胶 成 分 主要 在 猪 后 肠 发 
酵 M， 因 此 凑 便 中 该 菌 属 的 丰 度 显著 高 于 回肠 食 麻 。 类似 地 ， 由 于 外 源 细胞 壁 降解 酶 加 快 


一 淀粉 在 猪 回肠 之 前 的 消化 0 , pk Y VET VERTS Lactobacillus 的 可 利用 底 物 , 使 其 丰 度 下 降 ， 
S 表现 出 Bedford 等 1 所 谓 的 外 源 酶 制剂 对 小 肠 内 淀粉 降解 菌 生长 的 抑制 现象 。 

= 尽管 工 RFLP 技术 具有 快速 、 低 成 本 和 高 通 量 的 优点 ， 但 仅 依据 限制 性 酶 切片 段 长 度 而 
N 非 其 碱 基 序 列 信 息 不 足以 准确 区 分 微生物 的 种 类 。 根据 其 原理 可 知 ， 该 方法 所 得 结果 可 


内 切 酶 的 种 类 和 作用 时 间 、 毛 细 管 电泳 图 谱 质 量 以 及 数据 库 范 围 等 因素 的 影响 ， 导 致 菌 属 间 
的 归属 出 现 误差 。 例 如 ， 片 段 TRF 370 在 Jensen 等 69 的 研究 中 被 归属 于 肠 杆 菌 属 


c 


(Enterobacter), 而 与 之 仅 有 1 个 碱 基 长 度 差 的 下 RF 371 在 本 试验 中 则 被 归属 于 Klebsiella。 


= 为 了 验证 TRFLP 结果 的 可 靠 性 ,本 次 试验 进一步 对 样品 进行 了 Illumina MiSeq 高 通 量 测序 。 
名 初步 统计 结果 表明 ， 虽 然 高 通 量 测序 技术 可 鉴定 出 更 多 的 微生物 种 类 ， 且 能 鉴定 到 属 水 平 ， 


但 二 者 所 得 微生物 菌 群 的 多 样 性 和 与 纤维 相关 的 优势 菌 属 基本 一 致 。 本 文 基于 T-RFLP 技术 
所 得 结果 ， 在 反映 肠 道 微生物 菌 群 多 样 性 方面 也 具有 一 定 的 参考 价值 。 


4 结 论 


(D T-RFLP 检测 结果 表明 ,纤维 来 源 显 著 影 响 猪 回肠 末端 食 麻 微 生物 菌 群 的 多 样 性 , (ESE 
便 微生物 的 多 样 性 无 显著 影响 。 
© 小 麦苗 饲 粮 可 显著 提高 猪 肠 道 微生物 菌 群 中 半 纤 维 素 降解 菌 Lactobacillus、Prevotella、 


Megamonas 和 Mitsuokella 等 的 丰 度 ， 而 大 豆 皮 饲 粮 则 显著 提高 猪 肠 道中 果 胶 降解 菌 


Lachnospira、 纤 维 素 降 解 菌 Ruminococcus 和 Bacteroides 等 的 丰 度 。 
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© 添加 酶 制剂 选择 性 地 影响 猪 肠 道 微 生物 菌 群 中 Lachnospira, Eubacterium, Lactobacillus, 


Prevotella 和 Bacteroides 等 的 丰 度 。 
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Gastrointestinal Microbial Diversity in Pigs Fed Different Fibrous Diets With or Without Cell 
Wall-Degrading Enzyme Supplementation 
ZHANG Yongjing LIU Qiang ZHANG Wenming ZHANG Zhijing WANG Weilan 
ZHUANG Su 


(College of Animal Science and Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, 
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China) 

Abstract: The microbial diversity and composition in pigs fed different fibrous diets with or 
without cell wall-degrading enzyme supplementation were compared using terminal restriction 
fragment length polymorphism analysis technique. Eight growing castrated pigs fitted with a 
T-shaped cannula at the terminal ileum were randomly assigned to four diets, i.e., wheat 
bran-based diet (WB), enzyme-supplemented WB, soybean hull-based diet (SH), and 
enzyme-supplemented SH, according to a 4x4 Latin square design. The experiment lasted for 6 
days after 15 days of adaptation in each period. The results showed as follows: 1) the microbial 
diversity of ileal digesta of pigs fed SH was significantly higher than that of pigs fed WB (P«0.05). 
2) The WB diet increased the abundances of Prevotella and Lactobacillus in ileal digesta (P«0.05), 
whereas the SH diet increased the abundances of Ruminococcus in ileal digesta and Bacteroides 
and Lachnospira in feces (P«0.05). 3) Adding cell wall-degrading enzyme significantly increased 
the abundances of Lachnospira and Eubacterium in ileal digesta and Lachnospira in feces 
(P«0.05), whereas decreased the abundances of Lactobacillus, Prevotella in ileal digesta and 
Lactobacillus, Bacteroides and Klebsiella in feces (P«0.05). In conclusion, dietary fiber 
significantly increase the abundances of fiber-degrading bacteria, and cell wall-degrading enzyme 
supplementation selectively alters the microbial diversity and composition. 

Key words: growing pigs; dietary fiber; cell wall-degrading enzyme; gastrointestinal microbiota; 


terminal restriction fragment length polymorphism 
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